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Amaral SS. Membranas porosas de polimeros de PLA e PCL: estudo in vitro
microbiolégico e da osteogénese [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia;
2018.

RESUMO

O objetivo do trabalho foi analisar in vitro o comportamento de osteoblastos
MG-63 em contato com membranas reabsorviveis porosas de poli (acido latico)
(PLA) e policaprolactona (PCL), incorporadas com fibras ceramicas de silicato
de célcio (CaSiOs3), visando aplicacdo na regeneragdo Ossea guiada. Foram
utilizados seis grupos experimentais, a partir da concentragdo do teor de CaSiOsg,
PLA P; PLA + 5% CaSiO3; PLA + 10% CaSiOs; PCL P; PCL + 5% CaSiOg;
PCL + 10% CaSiOs, e 0 grupo controle. Foram avaliadas viabilidade celular,
genotoxicidade; producdo de proteina total, atividade de fosfatase alcalina e
formacdo matriz mineralizada. Bem como, a influéncia das membranas
poliméricas na reducdo de biofilmes monotipicos de Enterococcus faecalis
quando associadas ou ndo a solucdo de gluconato de clorexidina a 0,12%. Os
dados foram analisados por ANOVA e Tukey (p<0.05%). Os resultados
mostraram que nenhum grupo experimental foi citotoxico, mas os grupos PCL
P, PLA 5%, PLA P e PCL 10% apresentaram maior viabilidade celular com
diferenca estatistica dos grupos PCL 5% e PLA 10% (p<0.05). No teste de
genotoxicidade o0s grupos experimentais ndo foram genotdxicos, ja que
apresentaram numeros de microndcleos semelhantes ou menores ao grupo
controle (p>0.05). Todos 0s grupos experimentais apresentaram proteina total e
atividade de fosfatase alcalina semelhante estatisticamente ao controle (p>0.05)
e permitiram a formacdo de matriz mineralizada. Com relacdo a reducdo de
biofilme, os grupos experimentais PCL P e PCL 10% apresentaram maior
reducdo de biofilme para Enterococcus faecalis com diferenca estatistica
(p<0.05) do PCL 5% e do controle. Nos grupos experimentais de PLA, todas as
membranas promoveram maior reducdo de biofilme com diferenca estatistica
(p<0.05) do grupo controle. Entretanto quando os grupos experimentais de PCL,
bem como de PLA foram tratados com gluconato de clorexidina, observou-se
reducdo do biofilme em todos os grupos, sem diferenca estatistica do grupo
controle (p>0.05). Concluiu-se que as membranas poliméricas sdo biomateriais
adequados para 0 uso em regeneracdo Ossea guiada. Da mesma maneira,
pareceram contribuir para a osteogénese e reducdo de biofilme de Enterococcus
faecalis.

Palavras-chave: Biomaterial. Polimeros. Biocompatibilidade.



Amaral SS. Porous membranes of PLA and PCL polymers: in vitro
microbiological study and osteogenesis [dissertation]. Sdo José dos Campos
(SP): Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology;
2018.

ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the behavior of MG-63 osteoblasts in
contact with poly (lactic acid) (PLA) and polycaprolactone (PCL) porous
resorbable membranes, incorporated with calcium silicate ceramic fibers
(CaSiOg), aiming application in bone regeneration guided in periapical lesions.
Six experimental groups were used, from the concentration of CaSiO3, PLA P;
PLA + 5% CaSiOs; PLA + 10% CaSiO3; PCL P; PCL + 5% CaSiOs3; PCL +
10% CaSiOs, and the control group. Cell viability, genotoxicity; total protein
production, alkaline phosphatase activity and mineralized matrix formation. As
well as the influence of polymer membranes on the reduction of monotypic
biofilms of Enterococcus faecalis when associated with 0.1% chlorhexidine
gluconate solution. Data were analyzed by ANOVA and Tukey (p <0.05%). The
results showed that no experimental group was cytotoxic, but the PCL P, PLA
5%, PLA P and PCL 10% groups presented higher cell viability with a
statistical difference between PCL 5% and PLA 10% (p <0.05). In the
genotoxicity test, the experimental groups were not genotoxic, since they had
similar or smaller numbers of micronuclei to the control group (p> 0.05). All
experimental groups presented total protein and alkaline phosphatase activity
statistically similar to the control (p> 0.05) and allowed the formation of
mineralized matrix. Regarding the biofilm reduction, the PCL P and PCL 10%
experimental groups showed a higher biofilm reduction for Enterococcus
faecalis with a statistical difference (p <0.05) in PCL 5% and control. In the
PLA experimental groups, all membranes promoted a higher biofilm reduction
with a statistical difference (p <0.05) in the control group. However, when the
PCL and PLA groups were treated with chlorhexidine gluconate, biofilm
reduction was observed in all groups, with no statistical difference in the control
group (p> 0.05). It was concluded that the polymer membranes are biomaterials
suitable for use in guided bone regeneration. In the same way, they appeared to
contribute to the osteogenesis and biofilm reduction of Enterococcus faecalis.

Keywords: Biomaterial. Polymers. Biocompatibility.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, pesquisas voltadas ao desenvolvimento de biomateriais
estdo em crescente evolugdo. A area de biomateriais € um campo com amplas
perspectivas de crescimento futuro e apresenta uma diversidade de aplicacdes de
interesse médico e odontoldgico. Particularmente na clinica odontolégica, a
utilizacdo de biomateriais representa um potente instrumento terapéutico nas
atividades cirdrgicas na presenca de defeitos 0sseos e lesdes periapicais.
(Cordas, 2006; Bugarin, Garrafa, 2007; Sheikh et al., 2015; Fernandes et al.,
2017; Sladkova et al., 2017)

As lesdes periapicais sdo as condi¢des patologicas muito comuns
envolvendo os dentes, afetando os tecidos perirradiculares. Sendo a infeccéo
microbiana dos tecidos pulpar o principal responsavel pelo inicio e progressédo
da periodontite apical (Veeramachaneni et al., 2017; Karunakaran et al., 2017).

As lesbes periapicais sdo resultado de uma resposta inflamatoria, assim
como, uma reacdo imune em resposta a agressdo de micro-organismos que
invadem e colonizam o sistema radicular. Como consequéncia, a inducéo da
resposta do hospedeiro estimulado pelos componentes estruturais bacterianos € a
liberacdo de mediadores inflamatérios como as citocinas pré e anti-
inflamatorias, principalmente IL-1p, TNF-a, prostaglandinas, como também o
recrutamento de celulas inflamatorias e ativacdo de osteoclastos que resulta em
reabsorcdo 0ssea (Handal et al., 2009; Spolidorio, Duque, 2013).

O favoravel prognéstico para lesdes periapicais ocorre quando sao
diagnosticadas corretamente e o tratamento é realizado com materiais com boa
biocompatibilidade, atingindo a normalidade clinica e radioldgica

(Veeramachaneni et al., 2017; Cosme-Silva et al., 2016).
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O tratamento do canal radicular se da pela eliminacdo da bactéria do
sistema de canais radiculares e pela remogdo mecénica de dentina infectada e
remocao quimica da bactéria (Yoneda et al., 2017).

As células inflamatérias e as células de reabsor¢cdo formam um
complexo sistema, responsavel pelo processo de reabsorcdo Ossea. Os
osteoclastos sdo as células responsaveis pela reabsor¢do Ossea, levando a
formacdo de escavacgdes na dentina ou no 0sso, conhecida como lacuna de
Howship. O mecanismo de reabsorcdo 0ssea requer a adesao dos osteoclastos a
superficie Ossea, a partir desse mecanismo ocorre a desmineralizagdo bem como
a degradacdo da matriz do tecido 6sseo (Ferreira et al., 2006; Spolidorio, Duque,
2013).

O tecido 6sseo € um tecido com alta capacidade de regeneracdo, assim,
experimentos vém sendo estimulados a serem estudados, utilizando a associacdo
de diferentes biomateriais a diversas substancias objetivando a reconstrucéo de
defeitos 6sseos (Sicca et al., 2000; Nacer, 2009; Chai et al., 2017). Esses
defeitos sdo provenientes de patologias congénitas ou adquiridas, como
infec¢Oes, traumatismos e varios outros fatores clinicos que podem influenciar a
funcionalidade das areas afetadas.

Adicionalmente, com o envelhecimento da populacdo, na odontologia as
doencas periodontais sdo mais frequentes. Assim, devido aos danos causados
pelos agentes patogénicos hd necessidade de protecdo e tratamento dos tecidos
periodontais. Consequentemente, vem se tornando bastante comum a utilizacéo
de procedimentos regenerativos na restauracdo de tecidos periodontais (Andrei
etal., 2018).

A pesquisa com os biomateriais requer um estudo detalhado e o sucesso
no desenvolvimento de um biomaterial depende de mudltiplos fatores fisicos,
quimicos, biologicos, clinicos e tecnologicos. A resposta fisioldgica decorrente

da interacdo biologica depende das caracteristicas fisico-quimicas do material e
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das propriedades de superficie sendo necessario identificar e controlar estes
fatores a fim de garantir a aderéncia celular na interface, assim como
potencializar esta interacdo a fim de alcangar resultados eficientes e
reprodutiveis (Kawachi et al., 2000; Orefice et al., 2006; Bostancioglu et al.,
2017).

Os biomateriais sdo empregados em componentes implantados no corpo
humano doente ou danificados. Polimeros, ceramicas, metais podem ser usados
como biomateriais (Callister Jr, Rethwisch, 2016). Um biomaterial pode ser
definido como uma substancia de origem animal ou sintética, ndo apresentando
toxicidade na sua composicdo, além de ndo ser carcinogénico ou radioativo.
Podem ser utilizados de forma transitoria ou permanente, degradaveis e
absorviveis, de forma que favorecam o crescimento e reparacdo Ossea (Vital et
al., 2006; Martins et al., 2010; Dantas et al., 2011). Além da aplicacdo clinica
sem riscos, a biocompatibilidade e a previsibilidade sdo caracteristicas desejadas
de um substituto 0sseo, sendo estes os desafios encontrados no desenvolvimento
destes produtos (Kawachi et al., 2000; Sicca et al., 2000; Santos GG et al.,
2010).

H& uma variedade de opcgOes para enxertos 0sseos, associados a um
avanco no aperfeicoamento e desenvolvimento de materiais para esse fim. Os
enxertos orais podem ser autologos (ossos colhidos do préprio corpo do
paciente, muitas vezes da crista iliaca), aloenxerto (osso cadavérico geralmente
obtido de um banco de 0sso) ou sintético (muitas vezes feito de hidroxiapatita
ou outras substancias naturais e biocompativeis) com similar propriedade
mecanica ao 0sso (Kumar et al., 2013).

A éarea de pesquisa multidisciplinar e grande responsavel na reparacao e
reconstrucdo de lesdes dsseas é a engenharia de tecidos, cuja finalidade €
solucionar as limitacdes dos diferentes tipos de defeitos dsseos. O principio da

engenharia de tecidos € o desenvolvimento de arcaboucos, cujo nome €
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conhecido na literatura pelo termo em inglés scaffolds, é designado como
matrizes tridimensionais porosas. Células osteoprogenitoras sdo aplicadas em
scaffolds associadas sob a estimulacdo de fatores de crescimento para produzir
substitutos bioldgicos, através da estimulacdo da capacidade natural de
regeneracao dos tecidos do paciente (Moreno, 2014; Zeeshan et al., 2017).

Nos ultimos anos, os polimeros biodegradaveis tais como poli (acido
latico) (Polylactic Acid, PLA), policaprolactona (Poly ¢ — Caprolactone, PCL) e
copolimeros tém sido pesquisados para aplicagcbes como matriz extracelular em
bioimplantes (Hutmacher, 2000; Agrawal, Ray, 2001; Barber et al., 2013).
Segundo Santos Jr et al. (2007) os materiais polimericos podem servir como
suporte para o crescimento celular, permitindo em alguns casos penetracdo de
vasos sanguineos nas regides lesadas. O objetivo principal na escolha de um
excelente polimero é possuir uma interacdo efetiva no sitio de implantacéo,
dessa forma busca-se a producdo de polimeros que possuam uma boa interagdo
polimero-célula, de modo que, apresentem caracteristicas fisico-quimicas e
mecanicas proximas ao tecido que serdo implantados. O balango adequado de
hidrofilicidade/hidrofobicidade, disposicdo de cargas elétricas, dureza,
elasticidade e resisténcia sdo alguns dos parametros das caracteristicas
mecanicas (Santos Jr et al., 2007).

Uma boa integracdo do bioimplante com a celula ou tecido depende da
prépria estrutura deste. Os polimeros poli (&cido latico) (PLA) e
policaprolactona (PCL) sdo polimeros sintéticos, biocompativeis e
biodegradaveis, pertencentes a familia dos poliésteres alifaticos e possui tempo
de degradacdo controlavel. O PLA apresenta taxa de degradacdo in vivo rapida
enquanto o PCL apresenta degradacdo mais lenta, sendo ideal para condigGes
médicas que necessitam de um tempo prolongado para regeneracdo 0ssea
(Merolli et al., 2001; Barbanti et al., 2006; Beachley, Wen, 2010; Zou et al.,
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2012), porem, segundo Nair e Laurencin (2007) estes polimeros tém uma baixa
resisténcia mecanica limitando a aplicacdo na medicina regenerativa dssea.

Para solucionar esta baixa resisténcia mecanica destes polimeros, sugere-
se a incorporacdo de fibras de silicato de célcio, as quais podem melhorar a
resisténcia mecanica e também a biocompatibilidade (Hayashi et al., 2000;
Callister Jr, 2008; Motisuke, Bertran, 2012).

Garcia-Gonzalez et al. (2018) demonstraram que a combinacdo adequada
da morfologia e liberagdo de vancomicina in vivo em scaffolds feitos de Poly e —
Caprolactone contendo agente antimicrobiano depende do tempo e das
propriedades biologicas, como a viabilidade celular e proliferagéo,
osteodiferenciacéo e integracéo tecido-scaffold.

A partir da metodologia empregada na producdo de membranas porosas
de polimeros PLA e PCL incorporadas com fibras de silicato de calcio, o
presente estudo analisa viabilidade celular, a genotoxicidade; a atividade da
osteogénese pela producédo de proteina total, atividade de fosfatase alcalina e a
formacdo de nodulos de mineralizagdo. Mas também a influéncia das
membranas poliméricas na reducdo de biofilmes monotipicos de Enterococcus
faecalis.

Sabe-se que a avaliacdo da citotoxicidade pelo teste colorimétrico
Alamar Blue determina a viabilidade das células, o principio € a reducdo do
corante azul e ndo fluorescente; resazurina em resorufina, corante rosa com alta
fluorescéncia, em células metabolicamente ativas. Promove resultados rapidos e
confidveis em um teste bastante simples (O’Brien et al., 2000; Al-Nasiry et al.,
2007).

Avaliada através dos danos causados no DNA por agentes genotdxicos, a
genotoxicidade é detectada por varios métodos, incluindo observacdes de
alteracbes morfoldgicas tais como os micronucleos (MN), onde detecta

fragmentos de cromatina resultantes da quebra cromossémica. A anélise dos
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valores expresso do indice dos micronucleos tem apresentado de uma forma
simples e rapida a estimativa da presenca de alteracdes cromossémicas (Oliveira
etal., 2017).

Em relagdo aos indicadores da osteogénese, segundo Beloti e Rosa
(2005), o contetdo de proteina total € um importante pardmetro para verificar a
capacidade de osteogénese celular, esta diretamente relacionada com a
capacidade de sintese de células 6sseas. Ja a fosfatase alcalina € uma enzima
essencial na mineralizagdo da matriz 6ssea e a formagdo de nddulos é
considerado um precedente de importante propriedade na mineralizacédo
(Anderson et al., 2004; Pang et al., 2006).

O sucesso no tratamento do canal radicular se da pela eliminacdo da
infeccdo bacteriana, mas é bastante dificil devido a complexidade da estrutura
anatdmica do sistema do canal radicular, como também pelo biofilme em que as
bactérias estdo incorporadas (Wang et al., 2012; Pereira et al., 2017; Yoneda et
al., 2017).

O biofilme é definido com uma comunidade de micro-organismos
embutidos em uma matriz extracelular presente em superficie solida. O biofilme
proporciona protecdo ao micro-organismo, como por exemplo, substancias
toxicas como os antibioticos, além de proporcionar defesa frente aos
mecanismos de defesa imune e inflamatdria inata e adaptativa do hospedeiro
(Jorge, 2012; Garcia-Alvarez et al., 2017).

Segundo Al-Ahmad et al. (2008) é primordial que o biomaterial apresente
uma superficie antibacteriana ou que restrinja a adeséo da bactéria, pois durante
0s procedimentos cirurgicos em que os scaffolds devem ser aplicados em
pacientes podem ser expostos a bactérias da saliva e a microbiota bucal.

Na formacdo de lesGes periapicais, um grupo seleto de micro-organismos
coloniza o espaco do canal radicular. Normalmente o espaco do canal radicular €

estéril (Handal et al., 2009). Qualquer espécie encontrada é considerada um
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patdgeno endodontico. Estudos moleculares e de culturas permitiram a avaliacédo
da diversidade microbiana nas infeccdes endoddnticas, associadas a diferentes
tipos de infecgbes. As espécies mais frequentemente isoladas na infeccdo
primaria pertencem aos seguintes géneros: Fusobacterium, Streptococcus,
Prevotella, Eubacterium, Actinomyces, Campylobacter, Propionibacterium,
Porphyromonas, Peptostreptococcus, Treponema. Os principais micro-
organismos relacionados a infecgdo secundaria e ou persistente: Enterococcus,
Pseudomonas, Actinomyces, Eubacterium, Propionibacterium, Fungos
(Kenneth, Cohen, 2011; Jorge, 2012).

Enterococcus sdo bactérias Gram-positivas que geralmente se dispbem
em pares e em cadeias curtas, sdo catalase negativos, anaerobicos facultativos.
S&0 comensais no trato gastrointestinal, porém podem ser encontrada na
cavidade oral, vesicula biliar e trato geniturinario. Podem também ser
encontrados no solo e em plantas. Dentro do género Enterococcus, Enterococcus
faecalis sdo clinicamente mais relevantes, frequentemente causam infeccoes
endodonticas dificeis de curar, devido a sua resisténcia antibiotica. Além dos
fatores de viruléncia do micro-organismo, que contribui para a gravidade das
infeccbes enterococicas (Sundgvist et al., 1998; Guzman Prieto et al., 2016;
Heidari et al., 2017; Gao et al., 2018). E considerado o principal patégeno
responsavel pelo fracasso do tratamento endodéntico, estudos revelam que 90%
dos casos de infeccdo persistente ou secundaria estd associada a espeécie.
Enterococcus faecalis tem a capacidade de aderir e formar biofilme na dentina
sob diferentes condi¢bes ambientais, como a pouca concentracdo de nutrientes,
pH extremos. Apresenta capacidade de penetrar nos tubulos dentinarios e de
resistir aos efeitos do hidroxido de calcio (Kayaoglu et al., 2005; Kishen et al.,
2008; Lacerda et al., 2016; Yoo et al., 2018).

Atualmente, se faz necessario desenvolver novas técnicas de fabricacéo de

biomateriais, como também, compreender atraves de um estudo mais detalhado
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as caracteristicas de suas propriedades. Este trabalho teve por objetivo investigar
0 comportamento celular in vitro, como também a formacdo de biofilme em
contato com membranas reabsorviveis porosas PLA e PCL, incorporadas com
fibras de silicato de célcio, se apresentam biocompatibilidade e capacidade
osteocondutora, para que possam ser aplicados em eventos relacionados a

regeneracao 0ssea guiada em lesGes periapicais.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho foi analisar in vitro o
comportamento de osteoblastos (da linhagem celular MG-63) em contato com
membranas reabsorviveis porosas de poli (acido latico) (PLA) e
policaprolactona (PCL), incorporadas com fibras ceramicas de silicato de célcio,
visando aplicacdo na regeneracdo 0ssea guiada em lesdes periapicais.

Para alcancar o objetivo geral foram estabelecidos os seguintes objetivos

especificos.

2.2 Objetivos especificos

a) Verificar a citotoxicidade das membranas reabsorviveis de polimeros
PLA e PCL incorporadas com fibras de silicato de calcio;

b) Determinar possiveis mutagbes cromossdmicas no DNA,;

c¢) Avaliar os indicadores da atividade celular e da osteogénese;

d) Verificar se as membranas reabsorviveis de polimeros PLA e PCL
incorporadas com fibras de silicato de célcio influenciam na reducéo
de biofilmes monotipicos de Enterococcus faecalis (E. faecalis),

guando associados ou ndo a solucao gluconato de clorexidina a 0,12%.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencdo de membranas poliméricas com incorporacdo de fibras de

silicato de calcio

O desenvolvimento de membranas poliméricas porosas incorporadas
com fibras de silicato de calcio foi preparado experimentalmente em
colaboragédo com a Universidade Federal do Estado de S&o Paulo (Instituto de
Ciéncia e Tecnologia, UNIFESP), no departamento de Engenharia de Materiais
(Laboratério de Bioceramicas — BIOCERAM, Unidade Talim. ICT/UNIFESP)
sob a responsabilidade da Profa. Dra. Eliandra de Sousa Trichés. A obtencédo das
fibras de silicato de calcio foi por meio do método de fuséo de sais, utilizando a
mistura dos sais de cloreto de sddio, cloreto de potassio, carbonato de calcio e
dioxido de silicio, os quais receberam tratamento térmico com taxa de
aquecimento de 2°C/min até atingir a temperatura de 950°C/12 h. Para a
preparacdo das membranas com a incorporacdo de silicato de calcio,
inicialmente os polimeros, PLA e PCL, foram diluidos em cloroférmio 10%
m/v. A dispersdo das fibras de silicato de calcio foi realizada em ultrassom de
ponta. As solucdes foram inseridas em formas circulares de 0,5 nm de diametro
e mantidas em temperatura ambiente para evaporacdo lenta com umidade
controlada do ar de 70% a 80% por 12 h. A morfologia das membranas foi
avaliada por microscopio eletronico de varredura (MEV). Previamente aos testes
bioldgicos, todas as amostras foram expostas a esterilizacdo com radiacédo

ultravioleta por 30 min.
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Foram testados seis grupos experimentais, a partir da concentracdo do

teor de silicato de calcio incorporado a membrana, conforme 0s seguintes

grupos, demonstrados no quadro 1.

Quadro 1- Formulagédo das amostras de estudo

PLA + (Porcentagem do teor de

silicato de calcio)

PCL + (Porcentagem do teor de

silicato de célcio)

Porosa (sem adigédo de CaSiOs3)

5% _
10% _
_ Porosa (sem adicé@o de CaSiO3)
B 5%
10%

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3 Analises de Biocompatibilidade

3.3.1 Cultivo celular

As células osteoblasticas MG-63 foram obtidas no Laboratério de

Estudos Interdisciplinares em Células — LEIC, (ICT/Unesp). As células foram
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cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Cultilab, S&o
Paulo, Brasil), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 U/mL de
penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina e mantidas em estufa a temperatura de
37°C em atmosfera imida contendo 5% de CO,, Figura 1. O meio de cultura foi
renovado a cada 2 dias e as células foram subcultivadas quando atingissem a
subconfluéncia (85%), o controle ocorreu a partir do auxilio do microscopio de
luz invertida (Carl Zeiss- Alemanha). Foram utilizados materiais estéreis em
todos os procedimentos além de serem manipulados no interior da camara de

fluxo laminar.

Figura 1 — Células osteoblasticas MG-63 cultivadas em meio de cultivo DMEM.

Visualizados em microscopia optica

Fonte: Elaborado pelo autor.



24

3.3.2 Citotoxicidade — Ensaio de Alamar Blue

Para o teste de citotoxicidade, foram plaqueadas 20.000 células por pogo
(n=3 para cada grupo experimental) e incubadas em estufa com 5% CO, a 37°C
por 24 h. Apos este periodo, as culturas celulares foram expostas aos grupos
experimentais e mantidas em estufa por mais 24 h. O grupo controle foi
determinado como sendo o poco com a presenca de células e auséncia das
membranas poliméricas testadas. Assim, posteriormente ao periodo de 24 h,
realizou a remoc¢édo do conteddo dos pocos e a placa foi lavada trés vezes com
PBS estéril para descartar células mortas e residuos. Apos a lavagem,
acrescentou 50 uL do reagente Alamar Blue (Thermo Scientific — EUA) a 10%
em meio de cultura (DMEM) em cada poco e a placa foi levada a estufa por 4 h,
sob temperatura de 37°C e 5% de CO,. Durante este periodo, a resazurina azul
ndo-fluorescente é reduzida a resofurin de cor rosa fluorescente. Posteriormente,
foi realizada a leitura da absorbancia dos pocos em espectrofotometro de
microplacas (Cambrex EIx808cse - Lonza) com comprimento de onda de 570
nm. A viabilidade celular foi expressa como a porcentagem em relagdo ao grupo

controle (=100%), conforme a seguinte formula:

% Viabilidade = (Densidade Optica x 100) / Densidade Optica do Grupo Controle

3.3.3 Genotoxicidade — Ensaio de Micronucleo

Neste estudo, os osteoblastos MG- 63 foram plagueados em uma

concentracdo de 20.000 células em uma placa de 24 pogos (n=3 para cada grupo
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experimental) com meio para cultura celular e colocados em estufa a 37°C em
atmosfera Umida contendo 5% de CO, por 24 h. Apds este periodo, as células
foram expostas aos grupos experimentais e mantidas em estufa por 24 h (37°C,
5% de CO;). O grupo controle foi determinado como sendo 0 po¢o com a
presenca de células e auséncia das membranas poliméricas testadas. Para
realizacdo da leitura, as amostras foram retiradas e as células foram fixadas com
formaldeido a 4%. Apods este procedimento foram adicionados aos pogos
solucéo salina de tampé&o de fosfato (PBS, Cultilab) e solugdo Fluoroshield com
DAPI (Sigma- Aldrich), aos quais foram fotografados com cémera digital
acoplada a microscopio de luz invertida (Leica DFC310 FX, Mannheim, Baden
— Wirttemberg, Alemanha). Foram realizadas 10 fotos em diferentes campos
nos pogos e o numero de micronucleos foi determinado em 2.000 células/poco.
Os micronucleos foram identificados como, estruturas de DNA contidas no
citoplasma separadas do nucleo principal, com uma area menor que 1/3 da area
do nucleo principal. Células em mitose e que exibiram fragmentacéo nuclear por

apoptose nao foram consideradas na contagem.

3.3.4 Conteudo de Proteina Total

Para o teste de proteina total as células foram plagueadas em placas de
24 pocos (n=3 para cada grupo experimental), foi realizado o plagueamento de
20.000 células por poco e incubadas por 24 h a 37°C. As células foram mantidas
em meio de cultura (DMEM). Ap0s esse periodo, 0 meio antigo foi removido e
as culturas celulares foram expostas aos grupos experimentais. O grupo controle
foi caracterizado como sendo 0 pogo com a presenca de células e auséncia das

membranas poliméricas testadas. As culturas celulares foram mantidas em
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estufa por 14 dias, o contetido de proteina total foi calculado segundo o método
modificado de Lowry et al. (1951). Para a extracdo das proteinas foi
acrescentado 2 mL de lauril sulfato de sédio 0,1% (Sigma- Aldrich) em cada
po¢o. Apos 30 min, 1 mL da solucdo de cada pog¢o foi misturada com 1 mL da
solucdo Lowry (Sigma- Aldrich) e foram deixados por 20 min a temperatura
ambiente. Posteriormente foram mantidos durante 30 min a essa solugdo, 1 mL
do reagente de Folin e Ciocalteau (Sigma- Aldrich). A absorbancia foi
determinada a 680 nm em espectrofotdmetro, como pode ser observado na
Figura 2. O conteudo de proteina total calculado por meio de uma curva-padrdo

determinada a partir da aloumina bovina e expresso em pg/mL.

Figura 2 — Teste de proteina total
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Legenda - (A) Cultura celular mantidas em meio DMEM. (B) Aplicagdo de lauril sulfato de sodio
0,1% sobre a placa de 24 pogos. (C) Reagente de Lowry. (D) Reagente de Folin e (E)
Espectrofotdmetro.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3.5 Atividade de Fosfatase Alcalina

A atividade da fosfatase alcalina foi determinada ap6s 14 dias (n=3 para
cada grupo experimental), nos mesmos lisados utilizados para quantificar a
proteina total, por meio da liberacdo de timolftaleina por hidrolise do substrato
timolftaleina monofosfato, utilizando kit comercial de acordo com as instrucgdes
do fabricante (Labtest Diagnostica, ref. 40), Figura 3. Inicialmente, 50 uL de
timolftaleina monofosfato foram misturados com 0,5 mL de tampéo
dietanolamina a 0,3 M, pH 10,1. A solucéo foi acrescentada aliquota de 50 pL
dos lisados obtidos de cada po¢o, permanecendo por 10 min a 37°C em banho-
maria. Para o desenvolvimento de cor, foram adicionados 2 mL de Na2COs a
0,09 M e NaOH a 0,25 M. A absorbancia foi mensurada em espectrofotdmetro
utilizando comprimento de onda de 590 nm e a atividade da fosfatase alcalina
avaliada seguindo os procedimentos dos célculos preconizados na bula do kit
comercial. Os dados obtidos foram expressos como atividade da fosfatase
alcalina normalizada pelo contetudo de proteina total e os valores apresentados

em umol de timolftaleina/h/ug de proteina/mL.

Figura 3 — Teste da fosfatase alcalina

Legenda - (A) Kit comercial do fabricante (Labtest). (B) Espectrofotdmetro.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3.6 Formacdao dos nédulos de mineralizacéo

Para a formagéo de nodulos de mineralizagéo as células foram colocadas
em placas de 24 pocos (n=3 para cada grupo experimental), foi realizado o
plaqueamento de 20.000 células por poco e incubadas por 24 h a 37°C. Apos
esse periodo, 0 meio antigo foi removido e as culturas celulares foram expostas
aos grupos experimentais. O grupo controle foi caracterizado como sendo o
poco com a presenca de células e auséncia das membranas poliméricas testadas.
As culturas celulares foram mantidas em estufa por 21 dias. As celulas aderidas
foram lavadas em 1 mL de solu¢do de Hank’s (Sigma) a 37°C por duas vezes ¢
as celulas foram fixadas em 2 mL de alcool 70% por 1 h a 4°C. Em seguida, 0
alcool foi retirado e os pocos lavados com 1 mL PBS (Cultilab) por duas vezes.
Posteriormente, o PBS foi retirado, a cultura celular lavada com 1 mL de agua
deionizada por duas vezes e corada com vermelho de Alizarina S 2% (Sigma),
pH 4,2, por 15 min a temperatura ambiente. Depois disso, cada pogo foi lavado
varias vezes com intuito de retirar o excesso de corante e as placas deixadas por
24 h em temperatura ambiente para secagem total dos pocos. Depois da
secagem, os pocos foram avaliados qualitativamente em relacdo a formacdo de
nodulos de matriz mineralizada. Essa andlise qualitativa foi baseada em
avaliagcbes macro e microscopicas das formacdes nodulares de matriz
mineralizada, as quais foram fotografadas com cémera digital (Sony Digital
F828, CyberShot, 8.0 megapixels) acoplada em microscopio de luz invertida

(Microscopio Carl Zeiss Microlimaging GmbH — Axiovert 40 C, Alemanha).
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3.4 Avaliagdo da atividade antimicrobiana

3.4.1 Anédlise da a¢do antimicrobiana em cultura planctonica

A cepa de referéncia (ATCC - American Type Culture Collection) de E.
faecalis (ATCC 4083) proveniente do Laboratorio de Microbiologia e
Imunologia (ICT/Unesp) foi semeada em meio sélido (Brain Heart Infusion —
BHI) e mantida em estufa microbiologica a 37°C por 24 h, para ser reativada. A
partir do crescimento bacteriano em placa, foram alcadas as col6nias da cepa
reativa, estas foram assim diluidas em um tubo contendo solucdo fisiologica
estéril (NaCl 0,9%) e deste modo a suspensdo foi padronizada em
espectrofotdmetro na concentracdo de 10° células/mL. Na placa de 24 pocos,
foram adicionados 0s grupos experimentais, em seguida foram adicionados em
cada poco da microplaca 500 uL do caldo BHI. Apos, foram acrescentados 500
uL do inéculo padronizado em solucdo salina estéril (NaCl 0,9%) em todos os
pocos. A placa foi levada para incubacéo de 24 h, apos este periodo foi feita a
leitura da placa macroscopicamente, por meio da visualizacdo do pogo que nao
apresentou turvacdo, deste modo a reducdo do crescimento microbiano ou
inibicdo do crescimento microbiano pode ser determinada.

Para verificar a concentracdo da membrana polimeérica que fosse capaz
de promover a reducdo ou possivel morte bacteriana (atividade bactericida) foi
utilizado o teste da gota, assim, foi inoculada em placas contendo agar BHI, 10
ML de cada poco dos grupos experimentais, de acordo com a concentragdo de
seus constituintes, polimeros de PLA e polimero de PCL. Assim, apds 48 h de
incubacdo, na placa que ndo fosse observado o crescimento de colbnias, foi

determinada a acdo microbicida.
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3.4.2 Andlise da reducdo bacteriana em biofilme monotipico de

Enterococcus faecalis

Com base no resultado apresentado pelos polimeros de PLA e PCL no
teste da gota, foi verificado também se as membranas poliméricas influenciam
na reducdo de biofilmes monotipicos de E. faecalis quando associadas ou ndo a
solucéo antisséptica de gluconato de clorexidina a 0,12% (Colgate PerioGard®).

Para a formacdo in vitro do biofilme, foi utilizada a cepa padréo de E.
faecalis (ATCC 4083), utilizando como corpo de prova o fundo da placa de
microtitulacédo de 24 pocos, figura 4.

Para o preparo do inoculo, o micro-organismo E. faecalis foi plagueado
em meio s6lido Brain Heart Infusion Agar (BHI) e incubados por 24 h em
estufa a 37°C. As colonias isoladas de E. faecalis foram transferidas para um
tubo contendo 5 mL de caldo BHI e incubados em agitacdo por 24 h a 37°C.
Apos o periodo, o tubo foi centrifugado para a formacdo do pellet e o
sobrenadante descartado. Para o processo de lavagem foi acrescido 3 mL de
solucéo salina estéril e homogeneizado em voértex e em seguida centrifugado,
este processo foi realizado duas vezes. Para o preparo da suspensao padrdo, o
tubo contendo o pellet previamente lavado foi ressuspendido em vértex com 20
mL de solucdo salina estéril. Esta solucdo foi padronizada em
espectrofotdmetro na concentracdo de 10’ células/mL (B582, Micronal, S&o
Paulo, Brasil).

Para a formacdo do biofilme foram inoculados 500 pL da suspenséo
padronizada de células de E. faecalis e 500 pL de caldo BHI . A placa foi
incubada em estufa a 37°C sob agitacdo de 75 rpm por 24 h. Apés esse periodo
foi trocado o meio de cultura e novamente uma nova incubacdo de 24 h,

totalizando 48 h. Apés a fase inicial de adesdo, a suspensdo de células foi
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aspirada para remover as células frouxamente aderidas. Posteriormente foram
acrescidos 500 pL do meio liquido BHI e as amostras dos polimeros PLA e PCL

por um periodo de 24 h.

Figura 4 — Macrofotografias do detalhamento experimental

R
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Legenda - (A) Placa de Petri com o micro-organismo Enterococcus faecalis. (B) Aplicagdo da
suspensdo bacteriana padronizada sobre a placa de 24 pogos. (C) Placa de 24 pogos mantida em estufa
por 37°C sob agitagdo de 75 rpm. (D) Esterilizagdo das amostras por exposi¢do a luz UV. (E) As
amostras inseridas sobre o biofilme formado. (F) Solucdo tratamento o gluconato de clorexidina a
0,12% (Periogard® Colgate).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.4.2.1 Tratamento com o gluconato de clorexidina

Apos o periodo de formagdo do biofilme e aplicacdo das amostras dos
polimeros PLA e PCL foi acrescida solucdo de gluconato de clorexidina a
0,12% por um periodo de 5 min. A solucdo salina estéril foi utilizada para os
grupos ndo tratados, ou seja, sem a presenca do tratamento com o gluconato de
clorexidina a 0,12%. O grupo controle foi caracterizado como sendo 0 po¢o com
a presenca de micro-organismos e auséncia das membranas polimeéricas testadas.
Em todos os pogos dos respectivos tratamentos foram aplicadas 500 pL/poco.
Posteriormente, estas solugdes foram descartadas e foram removidas as amostras

dos polimeros PLA e PCL. O biofilme foi lavado com solucgéo fisioldgica estéril.

3.4.2.2 Atividade metabolica dos micro-organismos pelo teste de MTT

Subsequente ao tratamento foi adicionado 500 pL/poco de solucdo de
MTT (3-(4,5 - Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)
(Affymetrix, Inc., Cleveland Oshio, USA). A placa foi incubada ao abrigo de luz
por 4 h em estufa a 37°C. Apds o periodo de incubacéo, a solucdo de MTT foi
retirada da placa e foram adicionados 500 pL/pocgo de alcool 70°. A placa foi
novamente incubada durante 10 min sob agitacdo constante. Em seguida, a placa
foi lida em microplaca a um comprimento de onde de 570 nm e as densidades

Opticas convertidas, atraves da formula abaixo:

% Atividade metabdlica = (DO Grupo Experimental x 100) / Média DO Grupo Controle
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3.5 Analise estatistica

Os dados obtidos pelos testes de citotoxicidade (Alamar Blue),
genotoxicidade (microndcleo), atividade de fosfatase alcalina, contetdo de
proteina total e o teste de MTT foram submetidos ao teste de normalidade e
analisados estatisticamente pelo teste ANOVA complementado pelo teste de
Tukey, com o auxilio do programa estatistico GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, Inc., California, CA, USA) e o nivel de significancia adotado foi de
5% (p<0.05).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo das membranas poliméricas por MEV

A morfologia das membranas porosas foi analisada por meio da
microscopia eletronica de varredura (MEV) (JEOL 6400). As imagens foram
obtidas visando verificar as modificacbes da morfologia da superficie das

membranas, conforme demonstrado nas Figuras 5-7.

Figura 5 — Micrografia de MEV das fibras de silicato de célcio

Legenda - (a) Fibras de silicato de calcio.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 6 — Micrografia de MEV dos grupos experimentais PLA

Legenda - (a) PLA P (superf|C|e superior), (b) PLA P (lado oposto) (c) PLA 5%, (d) PLA 10%,
observar nas areas delimitadas a exposicao das fibras de silicato de calcio.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 7 — Micrografia de MEV dos grupos experimentais PCL

Legenda (a) Mlcrograflas de MEV da membrana PCL P, (b) PCL 5% observar na area dellmltada a
exposicdo das fibras de silicato de célcio e (c) PCL 10%.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2 Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade pelo teste de Alamar Blue foi utilizado para
comparar a proliferacao celular nas membranas poliméricas a partir de diferentes
concentracbes na formulagdo das amostras, com base na avaliacdo da
viabilidade celular quantitativamente. Os resultados obtidos na viabilidade
celular dos osteoblastos MG-63 estdo expressos na Figura 8. O grupo controle,
ndo foi exposto aos biomateriais, e foi considerado como 100% de células
viaveis.

A anélise desses dados mostrou alta viabilidade celular em todos o0s
grupos experimentais, uma vez que, nenhum dos grupos foi menor que 70%
(Rddenas- Rochina et al., 2013). Contudo, os valores obtidos de viabilidade
celular pelos grupos experimentais foram menores e exibiram diferenca
estatisticamente significante (p<0.05) quando comparados com o controle. O
grupo PCL P apresentou maior viabilidade celular 90,5%, seguido do grupo
PLA 5% que resultou em 87,7%, PLA P em 86,1% e PCL 10% que resultou em
84,3% de viabilidade celular. Por outro lado, os grupos PCL 5% e PLA 10%
apresentaram menor viabilidade celular, 77,5% e 76,8%, respectivamente,

diferindo estatisticamente dos demais grupos (p<0.05).
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Figura 8 — Ensaio de citotoxicidade celular de osteoblastos MG-63 pelo teste
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Legenda - Letras diferentes indicam diferencas estaticamente significativas entre os grupos
experimentais (ANOVA, teste de Tukey, p< 0.05).
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Ensaio de genotoxicidade

De acordo com o presente estudo por meio da contagem de
micronucleos, 0s grupos experimentais ndo apresentaram genotoxicidade, como
pode ser observado na Figura 9. Nenhum material testado foi genotdxico, pois
todos apresentaram numero de microndcleos semelhante ou menor ao grupo

controle, apresentando significancia estatistica (p<0.05).
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Figura 9 — Ensaio de genotoxicidade por meio do teste de microndcleos
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Legenda - Letras diferentes indicam diferencas estaticamente significativas entre 0s grupos

experimentais (ANOVA, teste de Tukey, p< 0.05).
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Conteudo de Proteina Total

Como pode ser observado na Figura 10, embora ndo tenha sido
observada diferenca estatistica entre todos 0s grupos, observou-se que 0 grupo
PCL 5% apresentou maior expressdao de proteina em relacdo aos grupos PCL
10% e PCL P (p>0.05). Na anélise do PLA, foi observado também que o grupo
PLA 5% apresentou maior expressdo de proteina. Em contrapartida, 0s
resultados dos grupos PLA P e PCL P indicaram menor expressdo de proteinas
(p>0.05).
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Figura 10 — Gréfico representativo do Contetdo de Proteina Total

Proteina total
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5 Atividade de Fosfatase Alcalina

Em relacdo ao grupo contendo o polimero PLA, o grupo PLA P
apresentou maior atividade de fosfatase alcalina. No entanto, o grupo PCL 5%
apresentou maior atividade de fosfatase alcalina em relacdo ao PCL 10% e o
PCL P. De acordo com os valores obtidos na anélise da atividade da fosfatase
alcalina, todos os grupos experimentais ndo apresentaram diferenca significativa
entre si (p>0.05) com relacdo ao grupo controle, como pode ser observado na
Figura 11.
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Figura 11 — Gréfico representativo da fosfatase alcalina

Fosfatase alcalina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 Formacéao dos nédulos de mineralizacéo

Pode-se observar que todos 0Ss grupos experimentais permitiram a
formacdo de nodulos de mineralizagdo. Uma vez que 0S grupos experimentais

apresentaram quantidade de formacao de nodulos semelhantes entre eles.



Figura 12 — Formagdes nodulares - PCL P

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 13 — Formagdes nodulares - PCL 5%

|ll -
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 14 — Formag0es nodulares - PCL 10%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 15 — Formac6es nodulares - PLA P

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 16 — Formacg06es nodulares — PLA 5%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 17 — Formagdes nodulares — PLA 10%

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 18 — Formagdes nodulares — Controle

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.7 Anélise da acdo antimicrobiana em cultura planctonica

Por meio do teste da gota, verificou-se que os polimeros PLA e PCL ndo
apresentaram atividade bactericida no micro-organismo testado E. faecalis,
como demonstra a Figura 19. Observa-se 0 rastro em que houve o

desenvolvimento de coldnias em todos os grupos analisados.
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Figura 19 — Teste da gota: pocos da microplaca semeados em meio solido (agar

BHI). Demonstrando crescimento bacteriano

Legenda — (A) e (B) Observa-se a presenca de turvacdo nos pogos ap6s incubacédo. (C) Enterococcus
faecalis — (PCL P) e (D) Enterococcus faecalis — (PLA P) demonstrou que quando o contetdo da
placa de 24 pogos foi semeado em agar BHI houve crescimento bacteriano, conforme indicado pelas
setas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.8 Atividade metabolica dos micro-organismos em biofilme apos exposicao

a solucao de gluconato de clorexidina pelo teste de MTT

Na avaliacdo da atividade dos micro-organismos em biofilme, o grupo
PCL P, tratado com a solugdo de gluconato de clorexidina a 0,12% observou-se
reducédo de 10,17%. Os grupos PCL 5% e PCL 10% apresentaram resultados

com menor reducdo do biofilme, quando comparado com o controle, porém néo
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diferiram estatisticamente entre si (p>0.05). Os dados podem ser observados nas
Figuras 20 e 21.

O grupo ndo tratado, isto €, sem a adicdo da solucdo de gluconato de
clorexidina a 0,12%, as membranas de PCL P reduziram a atividade metabélica
de E. faecalis em 54,3%, ja o grupo PCL 10% promoveu a reducdo de 43,9% e
PCL 5% apresentou reducéo de 14,9%. Os grupos PCL P, PCL 5% e PCL 10%
obtiveram reducdes estatisticamente significantes (p<0.05), quando comparados

com o grupo controle, conforme observado nas Figuras 20 e 21.

Figura 20 — Avaliagéo da atividade metabolica de Enterococcus faecalis tratado

com Clorexidina e sem Clorexidina por 5 min em polimero de PCL
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Legenda — (Controle/C) Controle com a Clorexidina; (PCL P/C) PCL P com a Clorexidina; (PCL 5/C)
PCL 5% com a Clorexidina; (PCL 10/C) PCL 10% com a Clorexidina; (Controle/S) Controle sem a
Clorexidina; (PCL P/S) PCL P sem a Clorexidina; (PCL 5/S) PCL 5% sem a Clorexidina; (PCL 10/S)
PCL 10% sem a Clorexidina;

Letras diferentes indicam diferengas estaticamente significativas entre os grupos experimentais
(ANOVA, teste de Tukey, p< 0.05).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 21 — Porcentual de reducdo do micro-organismo Enterococcus faecalis

tratado com Clorexidina e sem Clorexidina em polimero de PCL pelo teste de

MTT
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Legenda — (0) PCL Poroso; (5) PCL 5%; (10) PCL 10%.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relacdo ao material de PLA, pode se observar que a presenca da

solucdo de gluconato de clorexidina a 0,12%, causou a reducdo da atividade

metabdlica do micro-organismo E. faecalis em todos os grupos, sendo que o

grupo PLA P apresentou a maior redugdo, 58,88%. O grupo PLA 5% e PLA

10% promoveram uma reducdo de 34,08% e 26,73%, respectivamente. Os

grupos PLA P, PLA 5% e PLA 10% ndo apresentaram diferencas estatisticas

entre si (p>0.05), quando comparados com o controle. Os dados podem ser

observados nas Figuras 22 e 23.

Sem a adicdo da solucdo de gluconato de clorexidina a 0,12%, foi

observado que os grupos PLA P, PLA 5% e PLA 10% apresentaram reducdo da

atividade metabdlica de E.

faecalis em 16,01%,

17,21% e 12,28%,
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respectivamente Figuras 22 e 23. Estes resultados foram estatisticamente

significantes (p<0.05), quando comparados com o controle.

Figura 22 — Avaliacdo da atividade metabdlica de Enterococcus faecalis tratado

com Clorexidina e sem Clorexidina por 5 min em polimero de PLA
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Legenda - (Controle/C) Controle com a Clorexidina; (PLA P/C) PLA P com a Clorexidina; (PLA 5/C)
PLA 5% com a Clorexidina; (PLA 10/C) PLA 10% com a Clorexidina; (Controle/S) Controle sem a
Clorexidina; (PLA P/S) PLA P sem a Clorexidina; (PLA 5/S) PLA 5% sem a Clorexidina; (PLA 10/S)
PLA 10% sem a Clorexidina.

Letras diferentes indicam diferencas estaticamente significativas entre 0s grupos experimentais
(ANOVA, teste de Tukey, p < 0.05).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 23 — Porcentual de reducdo do micro-organismo Enterococcus faecalis

tratado com Clorexidina e sem Clorexidina em polimero de PLA pelo teste de

MTT
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Legenda — (0) PLA Poroso; (5) PLA 5%; (10) PLA 10%.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

Atualmente, com o envelhecimento da populagdo mundial se faz
necessario desenvolver novas tecnologias de fabricacdo de biomateriais, visando
suprir a necessidade nas areas de regeneracdo periodontal e periapical. Pesquisas
evidenciam que tratamentos clinicos baseados na regeneracdo com membranas
periodontais, onde a membrana € aplicada sobre o defeito do tecido periodontal,
apresentam resultados favoraveis (Fujihara et al., 2005; Liao et al., 2005;
Gentile et al., 2011; Bottino, Thomas, 2015).

Membranas biodegradaveis poliméricas sdo consideradas seguras no
corpo, pois sdo eventualmente degradadas em didxido de carbono e &gua, além
de apresentar boa operabilidade para uso clinico. Logo, permitem que em uma
unica etapa todo o procedimento seja concluido, sem a necessidade de retornos.
Bem como, reduz desconfortos e altos custos para o paciente (Yoshimoto et al.,
2018). Além de eliminar possiveis complicacbes cirurgicas devido a
contaminacdes em virtude de uma recidiva cirurgia (Gentile et al., 2011).

Na literatura, € relatada a aplicacdo dos polimeros biorreabsorviveis PLA
e PCL, onde sdo usados como materiais simples e como matrizes compostas de
polimero para produzir estruturas tridimensionais altamente porosas na
regeneracdo 0Ossea e assim permitem varias aplicacdes biomédicas e clinicas.
Apresentam baixo custo e facil processabilidade, sendo possivel sua
customizacao e adaptacdo ao local da cirurgia (Dziadek et al., 2015; Gandolfi et
al., 2018; Diomede et al., 2018).

Em nosso estudo, a incorporacdo de fibras de silicato de célcio a
membranas reabsorviveis porosas esta diretamente atribuida a propriedade de
osteoconducdo a partir do silicato de célcio, em virtude do silicio estimular a

proliferacdo de céelulas Osseas (osteoblastos) e melhorar a osteogénese, além da
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angiogénese. Por mesmas raz0es, 0os materiais com silicato de calcio receberam
maior atencdo na endodontia, em defeitos sseos periapicais. Estudos mostraram
que os materiais com silicato de calcio apresentam boa biocompatibilidade e
bioatividade quando imersos em fluidos corporais, como também boa
capacidade de selamento e preenchimento de raiz (Zhang et al., 2013; Taddei et
al., 2009; Deng et al., 2017).

Por meio dos testes empregados no presente estudo, os resultados
revelaram que 0s grupos experimentais sdo biocompativeis in vitro, pois nao
apresentaram citotoxicidade como também néo foram genotoxicos para a célula.

Em relacéo a viabilidade celular, nossos estudos revelaram presenca de
células viaveis em todos os grupos, sugerindo que ions de silicato de calcio néo
tém efeito significativo sobre a proliferacdo celular. Concordando com 0s nossos
resultados Shi et al. (2014) relataram em seu estudo que o aumento das
concentracdes de ions de Ca e Si nédo influencia a proliferacdo celular, bem
como, a atividade da fosfatase alcalina em células MC3T3.

Para a avaliacdo de genotoxicidade das membranas poliméricas foi
empregado o teste de micronucleos, que consiste na visualizacdo de um pequeno
nucleo acoplado ao nucleo verdadeiro que aparece a partir do deslocamento de
fragmentos de cromossomo do nucleo principal, estes microndcleos surgem por
alteracbes genéticas espontaneas ou sdo induzidos por agentes genotoxicos
(Luzhna et al., 2013). Verificou-se que 0sS grupos experimentais induziram a
formacdo de numeros mais baixos ou iguais de micronucleos em relacdo ao
controle, como resultado os grupos experimentais ndo sdo genotoxicos. Similar
aos nossos resultados, Uzun et al. (2015) também ndo observaram efeito
genotdxico da membrana de PLA detectado na linhagem celular CHO-K1 pelo

ensaio cometa e micronucleo.
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Neste estudo a avaliacdo dos indicadores da atividade celular e
osteogénese foram realizadas a partir do conteddo de proteina total, como
também atividade de fosfatase alcalina e formacgéo de noédulos de mineralizagéo.

Na anéalise de contetdo de proteina total, nossos resultados revelam que
ambos 0S grupos experimentais que apresentam 5% de silicato de calcio na
composicéo, exibiram os melhores resultados, sugerindo que a adigédo do silicato
a membrana polimeérica exerce maior atividade de sintese celular, destacando o
grupo PCL, porém sem diferenca estatistica (p>0.05).

Outro importante marcador para a diferenciacdo osteoblastica é a
producédo da enzima da fosfatase alcalina, a qual é decisiva para a mineralizagéo
da matriz extracelular e para a calcificagdo, que ocorre pelo acumulo de ions de
calcio e fosfato inorganico sobre a matriz produzida pela celula. Niveis elevados
da fosfatase alcalina no tecido 6sseo séo observados durante a fase inicial da
mineralizacdo, ou seja, € caracterizado como um marcador precoce
(Ravichandran et al., 2012; Cozza et al., 2018). Dziadek et al. (2014) avaliaram
a atividade da fosfatase alcalina de osteoblasto em contato com materiais
poliméricos de PCL, no periodo de 7 dias e concluiram que o efeito de particulas
como ions de célcio, silicio e fosfato liberados pelos vidros bioativos presentes
na matriz polimerica de PCL esta relacionado com a intensificacdo da atividade
da fosfatase alcalina. A partir do nosso estudo sugere-se que a incorporacéo de
silicato de calcio pode ter acelerado a fase de diferenciacdo celular, como
também, a mineralizacdo. Ja que nos grupos experimentais aos 14 dias,
observou-se que todos os grupos exibiram maior atividade de fosfatase que o
grupo controle, porém sem diferenca estatistica (p>0.05). O grupo PLA P e PCL
5% exibiram maiores médias, mas ndao houve diferencas estatisticas entre 0s
grupos. Tayton et al. (2014) observaram que os scaffold de polimero de PLA e
PLA associado com hidroxiapatita, apresentaram uma maior atividade

osteoblastica na atividade da fosfatase alcalina.
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Em um periodo de 21 dias, foi possivel avaliar qualitativamente a
formacdo de nddulos de mineralizacdo em todos 0s grupos experimentais,
indicando que as células MG-63 foram capazes de aderir, proliferar e formar
nddulos mineralizados em membranas poliméricas. Da mesma forma que
acredita-se que a alta atividade da fosfatase alcalina pode estar relacionada com
a incorporacdo de silicato de calcio e assim favorecer a diferenciagdo celular,
sugere-se que este fato ocorra também com o processo de mineralizacdo. A
mineralizacdo e a fase final da diferenciacdo de osteoblastos, onde a matriz
mineral constituida por hidroxiapatita € secretada e depositada por osteoblastos
maduros (Farea et al., 2014).

Assim como a biocompatibilidade, a aplicagdo de um biomaterial
polimérico e biodegradavel com propriedades antimicrobianas é altamente
desejavel particularmente na clinica odontoldgica. No presente estudo avaliou-se
a influéncia das membranas reabsorviveis porosas de polimeros PLA e PCL
incorporadas com fibras de silicato de calcio na reducdo de biofilmes
monotipicos de Enterococcus faecalis, quando associados ou ndo a solucdo
gluconato de clorexidina a 0,12%. O gluconato de clorexidina € um agente
antibacteriano muito utilizado na odontologia. Apresenta acdo antibacteriana a
um grande numero de bactérias Gram-positivas e Gram-Negativas, sendo em
baixas concentracfes bacteriostatica e em altas concentracdes bactericida. Por
ser uma molécula catidnica, ela € atraida e adsorvida a superficie bacteriana, que
esta carregada negativamente (Lopes, Siqueira, 2015).

Na avaliagdo da atividade metabdlica dos micro-organismos em
biofilme, no estudo observou-se com relacdo ao material PCL, que quando eles
foram tratados com o gluconato de clorexidina houve reducdo da atividade
metabdlica de E. faecalis, sendo que essas reducbes sdo observadas em
comparacao aos grupos néo tratados. Notou-se também que o grupo controle foi

semelhante estatisticamente (p<0.05) aos grupos experimentais que continham
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as membranas. Embora os grupos com as membranas, PCL 5% e PCL 10%
tenham apresentado uma maior aderéncia de micro-organismos que 0 grupo
controle e PCL P, este aumento ndo foi estatisticamente significante (p<0.05).
No grupo que ndo recebeu a adi¢cdo do gluconato de clorexidina, 0s grupos
experimentais contendo as membranas exibiram uma acdo efetiva. O grupo
controle obteve maior atividade metabdlica de micro-organismo do que 0s
grupos com as membranas PCL P, PCL 5% e PCL 10%. Sendo que o PCL P e
PCL 10% promoveram as maiores reducdes da atividade metabolica do micro-
organismo, exibindo diferencas estatisticamente significante (p<0.05)
comparado ao controle. Assim 0 micro-organismo se mostrou mais sensivel a
aplicacdo dos grupos experimentais, sugerindo que 0s grupos experimentais ndo
atuam como agentes facilitadores para a coloniza¢do de micro-organismos.

Com relagdo ao material PLA, comparando os dados obtidos na
avaliacdo da atividade metabolica de E. faecalis, observa-se também que todos
0s grupos experimentais que foram testados com o tratamento de gluconato de
clorexidina, obtiveram reducbes no teste de atividade metabdlica em
comparacao aos grupos ndo tratados. Quando se avalia os grupos tratados com o
gluconato de clorexidina, embora ndo apresente diferencas estatisticamente
significantes (p>0.05), os grupos com as membranas apresentaram maiores
reducdes no teste de atividade metabolica, uma vez que o grupo controle exibiu
maior atividade metabdlica de micro-organismo. Por fim nota-se que no grupo
sem a adicédo de gluconato de clorexidina, os grupos com as membranas PLA P,
PLA 5% e PLA 10%, permitiram da mesma forma que o material PCL a
reducdo da atividade metabdlica de E. faecalis, comparando com o controle,
sendo os resultados estatisticamente significantes (p<0.05) com relacdo aos
grupos experimentais. Concluiu-se que os grupos com membranas PCL P, PCL
5% e PCL 10%, demonstram maior dano a atividade metabdlica e estrutural do

micro-organismo. No entanto, quando foi adicionado o tratamento com
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gluconato de clorexidina, este age de acordo com as suas propriedades
antibacterianas, uma vez que o grupo controle e 0s grupos com as membranas
PCL P, PCL 5% e PCL 10% ndo diferiram estatisticamente.



56

6 CONCLUSAO

Considerando  os resultados obtidos, foi possivel concluir
experimentalmente que as membranas reabsorviveis porosas de poli (acido
latico) (PLA) e policaprolactona (PCL) incorporadas com fibras ceramicas de
silicato de calcio quando submetidas a ensaios in vitro por meio de cultura
celular de osteoblastos MG-63 sdo biocompativeis. Em razdo do favoravel
resultado da viabilidade celular, como também, da auséncia na deteccdo da
genotoxicidade.

Da mesma forma, verificou-se que o biomaterial contribuiu com a
osteogénese, demonstrando possibilidade de ser utilizado no tratamento de
lesGes periapicais. Além disso, apresentou resultados promissores quando foi

avaliada sua influéncia na reducéo do biofilme de Enterococcus faecalis.
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